

















































































































































crecimiento  que  promueven  la  proliferación  o  la  diferenciación  celular  mediante 
mecanismos quimiotácticos. En  las últimas décadas,  la odontología y  la  ingeniería de 
tejidos  han  encontrado  un  campo  común  de  experimentación  y  desarrollo  en  el 
estudio de la regeneración ósea.   
 
La  ingeniería de  tejido óseo  se define como  la construcción de  tejido óseo nuevo  in 
vitro  o  in  vivo  usando  biomateriales,  células  y  factores  de  crecimiento,  solos  o  en 
combinación, utilizando  los principios básicos de  la biología molecular  (Crane et al  , 
1995;  Jiang et al  , 2012). El hueso creado mediante  ingeniería  tisular con cualidades 
nativas es actualmente necesario para la oseointegración de los implantes dentales.La 
regeneración  tisular  por  defectos  mandibulares  causadas  por  resección  tumoral, 
infecciones,  trauma,  malformaciones  congénitas  o  deficiencias  óseas  por  la  edad, 
resultan un  reto en  la medicina oromaxilar  (Xia et al  , 2013).  La pérdida de dientes 
interfiere  con  la habilidad de masticación, del habla y disminuye  la  confianza en  las 
interacciones  sociales.  En  última  instancia,  disminuye  la  calidad  nutricional,  física, 









Zhao et al  , 2009). Afortunadamente, con el desarrollo de  la  investigación en células 






















Además,  la  familia  de  proteínas  BMP  interviene  también  en  numerosos  procesos  y 
mecanismos biológicos en organismos adultos. En las últimas décadas, ha sido posible 




Las BMPs  son  sintetizadas dentro de  las  células  como pre‐proteínas  con uniones N‐





acumulación  de  células madre mesenquimales  (MSC),  responsables  del  proceso  de 
formación de tejido nuevo.  Sin embargo, se ha visto que esta molécula no es la única 
implicada  en  la  regeneración  tisular.  Como  ejemplo,  el  factor  PDG‐,  secretado 
también por los macrófagos, tiene mayor potencia quimiotáctica y efecto proliferativo 
sobre las MSCs. (Cunningham et al , 1992). Las fuentes de MSCs son la médula ósea, el 





Las  actividades  osteoinductivas  de  las  BMPs  en  las  MSCs  se  realizan  a  través  de 
receptores transmembrana  de tipo serina/treonina kinasa. La BMP‐2 interacciona con 
los  receptores  tipo  I  (BMPR1A) y con  los  receptores  tipo  II  (BMPR2). La unión de  los 
dímeros de BMP‐2 a  los  receptores de  tipo  I y  II da como  resultado  la activación de 
otras moléculas de señalización intracitoplasmática (Fig. 1). 
 
Las  proteínas  Smad  juegan  un  papel  secundario  crítico  en  la  transducción  de  las 
señales de BMP a los genes objetivos en el núcleo celular. De este modo, los complejos 
Smad  activos  son  translocados  al  núcleo  para  interaccionar  con  los  factores  de 
transcripción necesarios para mediar la activación del gen objetivo. Entre ellos, Runx‐2 
es el factor esencial de transcripción para  la respuesta génica de  las BMPs, e  inicia  la 
diferenciación  osteblástica.  (Chiu‐Jou  et  al  ,  2008).  La  expresión  de Runx‐2  también 
regula  la expresión de  los genes que sintetizan  las proteínas de  la matriz extracelular 
ósea, sialoproteína, osteocalcina y colágeno tipo I.   
 
Por  ello,  este  factor  podría  ser  una  importante  diana  de  acontecimientos  celulares, 










Las proteínas Smad  juegan un papel secundario crítico en  la transducción de  las señales de BMP a  los 































fractura. Dentro de este proceso,  las BMPs  inducen también  la expresión y secreción 
de  factores de crecimiento vasculares endoteliares   (VEGF‐).   En  los osteoblastos, 
este factor  juega un papel importante en el acoplamiento de la formación de hueso y 
de  la  angiogénesis,  actuando  como  un  quimioatrayente  para  células  vecinas 
endoteliales (Deckers et al , 2002; Li et al , 2005; Fiedler et al , 2002). La proliferación 
vascular en  relación a  las condensaciones preosteoblásticas durante  la  formación de 
hueso de novo favorece  la transición de MSCs a fenotipo osteoblástico.  
 
Antes de  la diferenciación,  las  células precursoras de  los osteoblastos deben  formar 
uniones mediadas por  integrina para que  se unan  a   moléculas extracelulares de  la 
matriz. Las integrinas son receptores transmembrana que interaccionan con la unión a 






por mediación de  la  integrina,  y  a  su  vez,  los osteoblastos maduros establecen una 
comunicación  con  la  matriz  extracelular  a  través  de  las  integrinas,  adecuando  su 
secreción  al  estado  del medio  externo  (Schneider  et  al,  2004;  Rezania  et  al,  1999). 
Mediante estas moléculas, se puede  transferir al núcleo celular  información sobre el 





especiales  llamadas  vesículas  de matriz,  aportando minerales  de  apatita  y  fosfatasa 




formación  ósea  temprana  es menos  organizada  y  se  define  como  bowen  bone.  Las 
fuerzas de tensión y deformación conducen a  los osteoclastos a  la remodelación y  la 
formación  de  hueso  maduro,  identificado  por  la  organización  de  los  sistemas  de 














desarrollo  temprano  de  los  organismos  vivos.  Es  una  subdivisión  de  la  anatomía  y 
siempre ha sido un área esencial de la investigación básica (Susan et al , 2008). El ritmo 






para  los  estudios  embriológicos  al  desarrollarse  en  un  compartimento  aislado  de  la 





La  gestación  de  un  embrión  de  pollo  dura  21  días,  y  su  desarrollo  se  divide  en  46 
estadios  (Hamburger & Hamilton, 1951). A continuación haremos un breve  resumen 



































El esqueleto mandibular del pollo deriva  a partir de  células migratorias de  la  cresta 
neural craneal  (CNCC). Ectodérmica en origen, pero mesenquimales en  la naturaleza, 
se  les  conoce  como  células  ectomesenquimales.  Durante  las  etapas  tempranas  del 
desarrollo (a partir de 5,5 días de incubación; Hamburguer y Hamilton (1951); estadio 





la  membrana  ósea  rodea  al  cartílago  de  Meckel  a  lo  largo  de  la  longitud  de  la 
mandíbula (Romanoff et al , 1960; Murray et al , 1963). 
 
Se  ha  demostrado  previamente  que  las  interacciones  epitelio‐mesénquimales 
desempeñan un papel clave en  la  inducción de tanto  la condrogénesis y osteogénesis 
mandibular  del  ectomesénquima  (Hall  et  al  ,  1987b,  1988a,  1994).  La  osteogénesis 
depende de las interacciones que continúan a partir de estadio 24 (Hall et al , 1978). 
 
Durante  el  desarrollo  normal,  la  mandíbula  está  formada  por  el  componente 
mandibular  del  primer  arco  branquial.  Los  procesos  mandibulares  son  estructuras 
bilaterales  simétricas  localizadas debajo de  la  futura  cavidad bucal,    compuestos de 
tejido  mesenquimal  rodeado  por  una  capa  de  epitelial  de  origen  ectodérmico  y 
endodérmico. 
 
Después  de  su  formación  inicial,  estos  procesos  se  someten  a  una  considerable 
extensión a lo largo de los tres ejes, emergen en la región media y dan lugar a la forma 
triangular  elongada  de  la mandíbula.  Además  de  fusionar  en  la  línea media  con  el 




























El  mesénquima  del  proceso  mandibular,  como  en  otros  procesos  faciales,  es  un 
derivado de  las  células de  las  crestas neuronales  craneales  (CNCC)  y el mesodermo 
paraaxial. De las CNCC emerge la mayoría del esqueleto craneofacial (Le Douarin et al , 
1994;  Osumi‐Yamashita  et  al  ,  1997;  Schilling  et  al  ,  1997).  Por  otra  parte,  el 
mesodermo paraxial  forma parte de  los músculos craneofaciales además de algunos 




Además  de  contribuir  a  la  formación  de  las  estructuras  esqueléticas,  las  CNCC  dan 
lugar  a  los  sistemas  de  nervios  periféricos  y  de  tejido  conectivo  asociados  a  los 













1996).  Además  de  este  aporte,  el  cartílago  de Meckel  está  poblado  por  células  no 




arco mandibular es el  resultado de especificaciones morfológicas  intrínsecas   de  las 
CNCC ( Hostadius y Sellman 1946; Wagner et al , 1949; Noden et al , 1983a, 1988). De 
esta manera,  las  CNCC  son morfológicamente  pre‐especificadas,  y  los  patrones  son 
impresos  en  las  CNCC  pre‐migratorias  mientras  todavía  se  encuentran  en  el  tubo 





Aunque  los  experimentos  originales  de  Noden  (1983a)  apoyan  este  modelo,  los 
resultados de  los estudios más  recientes  con  trasplantes entre embriones han dado 
resultados conflictivos (Prince y Lumden, 1994; Saldivar et al , 1996, 1997; Conly et al , 
1998).  En  estas  situaciones,  se  modifica  el  código  Hox  en  ciertas  localizaciones 
ectópicas, modificando su destino final en función de  la región en  la que  las CNCC se 
encuentran.  Los  resultados de estos estudios  sugieren que el  código Hox en el arco 
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branquial  puede  ser  establecido  independientemente  después  de  la  migración  de 
CNCC a los arcos branquiales. 
La  modificación  de  la  expresión  de  Hox  en  los  arcos  branquiales  colonizados  con 
poblaciones  mezcladas  de  CNCC  se  piensan  que  están  mediadas  por  “efectos  de 
comunidad”,  donde  el  código  Hox  expresado  por  la  mayoría  de  las  células, 
eventualmente predomina y resulta en  la ganancia o pérdida de  la expresión de Hox 
(Saldivar et al  , 1997; Hunt et al  , 1998). Alternativamente ha  sido postulado que  la 














en  laboratorio.  Así,  podemos  estudiar  el  efecto  de  determinados  factores  de 
diferenciación  (como  la BMP‐2)  en  las  células que  forman  el  esqueleto mandibular, 






Los estudios basados en  la biología del desarrollo tisular  indican que  la expansión del 






al,  1989).  La  expansión  del  mesénquima  mandibular  es  apoyada  por  la  cobertura 
epitelial  de  otros  procesos  faciales,  y  a  su  vez,  el  epitelio  mandibular  apoya  la 
extensión del mesénquima de otras estructuras. 
 
Aunque  estos  estudios  indican  claramente  los  papeles  mitogénicos  del  epitelio 
mandibular  en  el  mesénquima  subyacente,  estos  no  identificaron  las  regiones 
específicas del epitelio o mesénquima que pueden estar implicados en la regulación de 











etiquetados  en  la  región medial  (Mina  et  al  .  1995;.  Barlow  y  Francis‐West  1997;. 









En este apartado se  tratará  la oseointegración   desde una perspectiva biológica, con 
objeto de profundizar en el proceso de formación de hueso en organismos adultos tras 




Bränemark  (1983)  en  los  años  50,  realizó  las  primeras  observaciones  sobre  la 
oseointegración  del  titanio  al  hueso.  La  oseointegración  se  definió  en  un  primer 










al  implante  dependen  de  la  vascularización  y  del  potencial  osteogénico.  El  espacio 
medular es la fuente de células madre, factores de crecimiento y diferenciación, hueso 
soluble,  proteínas  del  plasma  y  vasos  que  contribuyen  a  la  respuesta  de  la 
regeneración ósea. (Davies et al , 2000). Los implantes endoóseos se integran al hueso 
mediante  tres  mecanismos:  osteoconducción,  formación  de  hueso  de  novo  y 
remodelación ósea.  
 




En  la  osteogénesis  a  distancia,  la  regeneración  ósea  se  extiende  a  través  de  la 
deposición  ósea  desde  la  superficie  de  la  osteotomía  ósea  hacia  la  superficie  del 
implante.  Un  coágulo  de  sangre,  incluyendo  fibrina  y  plaquetas,  se  forma  en  la 
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osteotomía del gap para  realizar el proceso  fisiológico de  la  curación de  la  curación 
ósea (Park et al , 2000, 2001). 
 
Una  respuesta  inflamatoria,  incluyendo  la  presencia  de  monocitos,  provoca  el 
desarrollo de  los osteoclastos que atacan a  la superficie ósea dañada. Los receptores 




como señal para  la diferenciación de  los osteoclastos  (Glowacki 91). Los osteoclastos 
migran y se unen  las superficies óseas a través de un proceso mediado por integrina, 
en  los  cuales  éstos  forman  una  zona  de  sellado  llamada  howship´s  lacunae.  Los 






Los  osteoblastos  forman  nueva  matriz  osteoide,  guiando  a  la  aposición  de  hueso 
trabecular,  que  llena  el  hueco  tras  la  osteotomía  y  uniéndose  a  la  superficie  del 
implante. Esta  forma de unión de oseointegración es  caracterizada por una  capa de 
células interpuestas entre la matriz ósea y la superficie del implante. 
 





novo. El  fresado quirúrgico y  la preparación ósea para  la colocación del  implante   da 




La  fibrina en  la  zona de  curación  se  vuelve adherente a  la  superficie del  implante  y 
actúa  como  matriz  temprana  para  las  células  que  participan  en  el  proceso  de  la 





La  retención  de  la  fibrina  y  la  activación  de  las  plaquetas  son  mejoradas  por  las 
superficies  de  los  implantes  con  microtexturas.  Los  neutrófilos  se  han  unido  a  la 
superficie del implante y subsecuentemente se han activado. Los neutrófilos activados 
producen oxígeno reactivo en la superficie de los implantes a través de la unión de la 





y  la  liberación  de  las  citoquinas  inflamatorias,  incluyendo  protaglandinas  y 




Los monocitos  se  diferencian  a macrófagos  que  atacan  a  las  superficies  de  titanio 
oxidadas a  través de  integrinas, una  función que es mejorada por  las microtexturas. 
Los macrófagos además contribuyen a el nicho de la superficie del implante mediante 
la  secreción  de  factores  óseos  de  sialoproteína  y  osteopontina  asociados  a  la 
mineralización ósea (McKee et al , 1996). 
 
La  superficie del  implante a  la que  se unen  los macrófagos  también  contribuye a  la 






un  implante y además,  los macrófagos derivados de  los monocitos y  los osteoclastos 






muchas  de  las  clases  que  conforman  al  grupo  de  los  invertebrados  (artrópodos, 
anélidos, moluscos y celenterios). También se encuentra en algunos hongos como  los 
ascomicetos,  zigomicetos,  basidiomicetos  y  deuteromicetos  y  en  algas  como  las 
diatomeas. Es  la  segunda  sustancia orgánica más abundante después de  la  celulosa, 
aunque posee una mayor tasa de recambio que esta última. (Pastor et al , 2004) 
 
La matriz  de  los  exoesqueletos  de  crustáceos  está  formada  por  quitina  asociada  a 
proteínas, pigmentos y  sales  inorgánicas  (Hackman et al  , 1955). El complejo‐quitina 





de cada uno de estos procesos,  la muestra  se  lava  sucesivamente hasta alcanzar pH 
neutro. Finalmente, el material seco se somete a caracterizaciones que definirán sus 
propiedades  como,  por  ejemplo,  el  grado  de  acetilación  (GA)  o  el  grado  de 







y  cromatografía  de  papel,  se  comprobó  la  presencia  de  ácido  aspártico  e  histidina, 
además de D‐glucosamina. Ello permitió a Hackman  (Hackman et al  , 1960)  concluir 
que esos dos aminoácidos son involucrados en el enlace quitina‐proteína. 
 
Los  diferentes  enlaces  quitina‐proteína  dependen  de  la  materia  prima.  Hackman  y 
Goldberg (Hackman et al , 1958) utilizaron diferentes condiciones de extracciones para 
reconocer  e  identificar  dichos  enlaces.  Así  determinaron  que  se  pueden  producir 










complejación).   Una gran variedad de usos médicos de  la quitina y  sus derivados ha 
sido reportada por Whisteler (1983) y por Yalpani y col (1992). Estos estudios sugieren 
que  la  baja  solubilidad  de  la  de  la  quitina  aunque  parezca  una  limitación,  tiene 
aplicaciones como material para hacer  fibras de suturas absorbentes y vendajes que 
pueden  resistir  el  ataque  de  la  bilis,  ácido  úrico  y  jugo  pancreático,  alimentos 






































grupos  de  materiales  diferentes.  Entre  ellos,  destaca  la  quitina  y  su  derivado,  el 
quitosano; cerámicas de β‐TCP e hidroxiapatita y matrices de nanotubos de carbón. 
 
Actualmente se  trabaja en diferentes  localizaciones anatómicas para  la aplicación de 





caracterización de estos  factores,  fundamentalmente  rhBMP‐2,  rhBMP‐4  y  rhBMP‐7, 
que  se  utilizan  para  activar  los  materiales  propuestos.  Para  ello,  se  ha  dotado  al 


































2  dentro  de  la  jerarquía  actual  de  las  redes  de  regulación  génicas  que  dirigen  el 
desarrollo mandibular. Además,  también es  relevante el estadio de desarrollo en el 
que  se  implanta este  factor de manera experimental, al  igual que  la  recogida de  los 
embriones  para  su  análisis  posterior.  En  este  sistema  dinámico,  una  diferencia  de 





para  la  liberación  controlada  de  este  factor  permite  una  gran  libertad  a  la  hora  de 
elegir  una posible opción óptima. El uso de micropartículas de quitina puede abrir una 




BMP‐2  en  la  diferenciación  ósea  de  los  mamelones  maxilar  y  mandibular  en  los 
estadios de desarrollo cercanos a la formación del cartílago de Meckel (st26). De esta 
manera,  se  busca  influir  en  el  comportamiento  de  las  células  mesenquimales  allí 
presentes,  sensibles  a  este  estímulo,  con  objeto  de  provocar  una  diferenciación 
ectópica a fenotipo óseo que demuestre la correcta administración de nuestro factor. 
  
Por último,  se valoran  los  resultados obtenidos  incluyendo un enfoque odontológico 








































































































La  quitina  (SIGMA)  empleada  en  este  estudio  tiene  procede  de  caparazones  de 
langostinos. Se pulverizó utilizando un molino de vacío (FRITSH Pulverisette 14) con un 
filtro de 0.08 micras, obteniendo una quitina de un tamaño menor de 0.08 micras. 






La  operación  se  realizó  con  aguja  imantada  para  perforar  la  cáscara  y  pinzas  de 
disección para abrir una ventana que permitía el acceso al embrión. Luego se colocó el 
material con pinzas en  la zona maxilar; quitina en  los controles y un concentrado de 
quitina  con  BMP‐2  a  una  concentración  1  microgramo/microlitro  en  los  sujetos 
experimentales.  Después,  se  sellaron  los  huevos  con  parafilm  (BEMIS. USA)  y  cinta 
adhesiva.  Los  huevos  operados  se  volvieron  a  introducir  en  la  incubadora  a 
temperatura (38 ºC) y humedad constante uno o siete días más para la recogida de las 
muestras. Para  la obtención de embriones de st 26 a st 34, primero se diseccionó el 

















Figura 4. Retirada del  film  sellador  tras 7 días de  incubación  (A), nótese  el  aspecto hemorrágico del 
embrión en st 34. Obtención de  los embriones del grupo BMP‐2 más quitina (B) y quitina en st 31 (C), 







































Figura  6.  Esquema  del  primer  procedimiento 
operatorio. El material se coloca sobre la membrana 
amniótica,  en  el  área  del  primer  arco  branquial, 









4% en PBS y almacenados a    ‐4 ºC. Tras haber  sido  fijados durante un período de 3 















segunda  aproximación  se  buscó  insertar  directamente  el  material  en  la  zona  de 
desarrollo del maxilar, en el primer arco branquial. La cirugía se realiza mediante una 
incisión con  instrumentos de tungsteno en  la membrana amniótica, y  luego se realiza 
un  bolsillo  en  el  mesénquima  de  la  zona  del  primer  arco  branquial  al  que  se  le 
introduce el material. 
 
En  esta  segunda  experiencia,  se  realizan  cuatro  grupos  de  estudio,  los  cuales  son 
control de apertura del huevo, control con cirugía sin colocación del material, control 
de quitina  insertándose en un bolsillo en el mesénquima del embrión  y por último, 
grupo  experimental  al  que  se  le  implanta  BMP‐2  con  quitina  mediante  el 
procedimiento quirúrgico de practicar un bolsillo en el mesénquima. 
 
Paralelo  a  este  ensayo,  se  realiza  otro  experimento  adicional,  donde  se  realiza  una 















































Todos  los  elementos  acidófilos  del  tejido  tales  como  el  citoplasma,  el músculo  y  el 
colágeno  se  unirán  a  los  tintes  ácidos.  Las  secciones  entonces  se  tratan  con  ácido 
fosfomolíbdico. Ya que el citoplasma es mucho menos permeable que el colágeno, los 
ácidos fosfomolíbdicos permiten que  la Fucsina + Ponceau difunda del colágeno pero 
no  del  citoplasma.  Los  ácidos  fosfomolíbdicos  tienen  numerosos  grupos  ácidos  que 
probablemente actúen como medio de unión entre el colágeno y verde  luz, que es el 




































































































































































De  los  8  huevos  operados,  se  abrieron  cuatro  de  ellos  24  horas  después  de  la 
operación para observar los resultados a corto plazo y la influencia de la manipulación 
del  operador.  De  estos  cuatro  embriones,  dos  sujetos  murieron  a  causa  de  la 
manipulación, sin desplazamiento de material ni aparente desarrollo. Otro embrión, al 















siete días a partir de  la operación para observar  resultados a  largo plazo. Pasado el 
tiempo, se  recogieron  las muestras, observando que  todos ellos habían muerto. Dos 
de ellos no se habían desarrollado, puesto que habrían muerto el día de  la operación 
como  consecuencia  directa  de  la  manipulación.  Los  otros  dos  sujetos  restantes  se 
habían desarrollado hasta estadios próximos a  los correspondientes por el tiempo de 
incubación.  Por  lo  tanto,  sobrevivieron  a  la  intervención  y  su muerte  debió  de  ser 
próxima a la reapertura de los huevos.  
 
El  embrión  que  llegó  a  estadio  31  operado  con  sólo  quitina  se  encontró  también 





interna  masiva  con  el  material  aún  presente  en  la  zona  del  cuello,  sin  aparente 
desplazamiento del mismo. La explicación de  la hemorragia  interna puede deberse a 







se  sacaron otros  tres embriones más  in ovo, para  tener una muestra  representativa 




tinciones con  los embriones de menor estadio comparando  las  tinciones histológicas 
básicas de hematoxilina/eosina frente a tinciones de tricrómico de Masson (Fig. 9). La 























Estas modificaciones principales para  la  tinción  tricrómica de Masson adaptada para 
los embriones de pollo de estadios a partir de 30, consistieron en reducir ligeramente 
los  tiempos  de  la  Hematoxilina  de  Weigert  (30  segundos);  reducir  la  Fucsina  más 













tonos  correctos  de  las  diferentes  estructuras  teñidas  al  aplicar  la  tinción  tricrómica  de  Masson.  La 
queratina,  glóbulos  rojos  y  el  tejido  muscular  se  tiñen  de  rojo  (A);  las  fibras  de  colágeno  y  tejido 
conjuntivo se  tiñen de verde  (B) y  los núcleos celulares de  lila o marrón  (C). Las  fibras de colágeno y 









puede apreciarse cómo  la BMP‐2 ha provocado  la aparición de un  tejido que se  tiñe 
positivamente de verde por  la presencia de colágeno. Es posible que, en este caso,  la 















A y B señalan  la  localización del material  implantado. Los cortes C y D son  las magnificaciones x50 del 














de  la magnificación  con  lupa,  se  opera  al  embrión  rasgando  el  saco  amniótico  con 
instrumentos  de  tungsteno  y  se  coloca  el material  en  un  “bolsillo”  que  se  practica 








































más  adelante).  Aunque  hemos  observado  un  porcentaje  similar  de  embriones 
desarrollados  tras  la  operación,  tan  sólo  se  consiguió  que  dos  embriones  se 




Estos  embriones  se  incluyeron  en  parafina mediante  el método  descrito,  quedando 
pendiente su examen histológico para etapas posteriores de la Tesis Doctoral. 
 










Los  embriones  se  dividieron  en  dos  grupos,  control  con  quitina  y  experimental  con 




















quitina  y  BMP‐2.  En  este  caso,  se  realiza  una  incisión  en  la membrana  amniótica  para  introducir  el 
material sobre el embrión. Se distribuyen dos grupos y tienen un periodo de incubación de cuatro días. 
 
Observando  los porcentajes de supervivencia a  la operación, se ha observado que  los 
intentos de mejorar la administración de BMP‐2 intentando conseguir un contacto más 
íntimo  con  el  mesénquima  embrionario  no  han  resultado  exitosos  (Tabla  6).  Es 
necesario señalar que la operación in ovo es muy delicada, siendo necesario encontrar 
un equilibrio en conseguir una exactitud en la implantación del material a la vez que se 











De  manera  preliminar,  hemos  calculado  el  porcentaje  de  muertes  por  edema 
posiblemente provocadas por  la adición de BMP‐2. Con estos datos  y  la bibliografía 
























































































La  embriogénesis  en  pollo  implica  procesos  de  desarrollo  equivalentes  a  los  que 
ocurren  en  los mamíferos,  pero  se  llevan  a  cabo  a  una  velocidad  superior  (Zareen 
2011). Como se ha citado en la introducción, la BMP‐2 y la BMP‐4 desempeñan papeles 
importantes  en  las  interacciones  epitelio‐mesenquimales  durante  el  desarrollo 
embrionario  (Lyons  et  al  ,  1990;.  Jones  et  al  ,  1991;  Vainio  y  col,  1993;  Bitgood  y 








presentando  una  tinción  positiva  para  colágeno  de  manera  ipsilateral  al  material 
implantado. En adición, también hemos podido apreciar como el plan de morfogénesis 
embrionario  se ha  visto  afectado,  tanto por  la propia  cirugía  como por una posible 
acción colateral de la BMP‐2 en otros mecanismos. Sin embargo, es necesario señalar 
que  no  podemos  identificar  un  efecto  directo  en  la  aparición  de  malformaciones 




efecto  claro  en  el  desarrollo  embrionario,  encontrándose  esta  observación  en 
concordancia  con  numerosas  evidencias  bibliográficas  que  describen  la 




se  expresan  en  el  epitelio  del  arco mandibular  (Francis‐West  et  al  ,  1994;  Pared  y 
Hogan, 1995; Aberg et al  , 1997; Barlow y Francis‐West, 1997; Tucker et al  , 1998a;. 
Wang  et  al  ,  1998b,  1999;.  Solloway  y  Robertson,  1999).  En  etapas  tempranas,  la 





Se  encuentra  documentado  que  las  BMP‐2,  ‐4  y‐7    son  capaces  de  mantener  la 
proliferación  celular  y  la  expresión  de  Msx  en  el  mesénquima  mandibular  medial 
(Barlow y Francis‐West 1997; Wang et al , 1998b, 1999). Cuando se coloca de manera 








Además  de  obtener  mejores  resultados  en  cuanto  a  supervivencia  embrionaria, 









Se  ha  comprobado  en  estudios  previos  que  en  el  estadio  23,  las  BMPs  colocadas 
lateralmente  o  medialmente  no  contribuyen  a  la  elongación  del  mesénquima 
mandibular o del  cartílago de Meckel  (Wang  et al  ., 1999).  La  aplicación de BMP‐2, 
BMP‐4, BMP‐7 en la región lateral de la mandíbula de un embrión de pollo en estadio 
23 no afectó al crecimiento de la mesénquima mandibular aunque alteró la morfología 
y  los patrones de  los elementos esqueléticos en  la  región  caudal  (articulación de  la 
mandíbula) en la parte implantada.  
 
En  contraste  con  sus  efectos  en  el  estadio  23,  la  implantación  in  vivo  de  esferas 
empapadas  en  concentraciones  similares  de  BMPs  en  la  región  lateral  de  las 
mandíbulas en estadios 20/22 ejerce efectos negativos, lo que resulta en la reducción 
del crecimiento del proceso mandibular y la pérdida completa de cartílago articular de  













del  arco mandibular,  posiblemente  debido  a  trabajar  con  un  estadio más  avanzado 
(estadio 26) del desarrollo embrionario.  
 
En  contraste  con  lo  observado  en  las  mandíbulas  de  pollo,  un  estudio  reciente 
demostró  que  la  aplicación  de  BMP‐2  durante  6  días  en  la  región  lateral  de  las 





Los patrones  superpuestos de expresión de  las BMPs en el epitelio mandibular y  las 
similitudes  entre  los  efectos  de  las  BMPs  en  el  mesénquima  mandibular  sugieren 
papeles de cooperación o redundantes para este factor en las cascadas de señalización 





después de  la  implantación de esferas de BMP a  la  región medial en  la etapa 20/22 
sugiere que las BMPs, a través de sus interacciones con genes diana tales como Msx1 y 
Msx2, pueden estar  involucradas en  la extensión y  la morfogénesis de  la punta de  la 
mandíbula en desarrollo.  
 
Las  anomalías  fenotípicas  en  el  ratón  doble  KO  para  Bmp‐5/Bmp‐7  (Solloway  y 
Robertson,  1999)  proporcionaron  la  evidencia  directa  de  la  participación  de  estos 
factores  en  el  desarrollo  de  la  arcada  mandibular.  Estos  mutantes  muestran 
anormalidades  en  muchos  órganos  en  los  que  son  co‐expresados  BMP5  y  Bmp7, 








hemorragia  interna, y pensamos que uno de  los motivos  se debe a  la  sobredosis de 
BMP‐2.  
 
Las  BMPs  inducen  también  la  expresión  y  secreción  de  factores  de  crecimiento 
vasculares endoteliares   (VEGF‐).   En  los osteoblastos, este  factor    juega un papel 




Otro  motivo  que  puedan  producirse  estas  hemorragias  es  la  manipulación  del 
embrión, ya que hemos observado que una pequeña cantidad de sangrado durante la 
intervención que puede causar  la muerte. Es necesario tener mucho cuidado para no 
dañar  el  corazón  y  los  vasos  sanguíneos  principales  que  se  encuentran  en  la 













operación  para  la  implantación  de  quitina  con  BMP2  capaz  de  conseguir  una 
supervivencia de los embriones cercana al 100%.  
 
En  nuestra  primera  aproximación,  tras  romper  la  cáscara  del  huevo  se  colocó  un 




Podemos  considerar  éste  método  como  el  más  conservador,  ya  que  no  se  realiza 
ninguna  incisión en el saco amniótico ni en el mesénquima del embrión.  Igualmente, 
obtuvimos  un  número  reducido  de  embriones  vivos  al  terminar  el  tiempo  de 
incubación.  Esto  sea  posiblemente  debido  a  dos  factores:  en  primer  lugar,  la 
inexperiencia  en  la manipulación  embrionaria  y  los  posibles  errores  experimentales 
que  conlleva;  en  segundo  lugar,  la  propia  acción  de  la  BMP‐2  sobre  el  desarrollo 
embrionario (50% de muertes por posible hemorragia interna). 
 
La  falta  de  dosificación  podría  ser  un  factor  importante  para  las  muertes  por 
hemorragia interna. La BMP‐2 induce también la expresión y secreción de factores de 
crecimiento vasculares endoteliares  (VEGF‐). Es posible que hayamos afectado a un 
proceso  clave  en  el  desarrollo  vascular  (quizá  la  regulación  de  la  muerte  celular 
asociada  al  desarrollo),  interrumpiendo  o  alterando  la  morfogénesis  más  allá  de 
nuestro objetivo. Al no controlar en algunas ocasiones la posición exacta del material, 
creemos  que  la  BMP  pudo  alterar  la  diferenciación  de  otros  tipos  celulares  en 
estructuras cercanas a la zona cefálica.  
 





La  primera  incisión  es  en  el  saco  amniótico,  seguida  de  realizar  otra  incisión  en  el 
mesénquima  del  primer  arco  para  introducir  el  material  mediante  la  técnica  del 
“bolsillo” o “sobre”.Como inconveniente, destacamos que el embrión se desplazaba al 













Una  dificultad  añadida  más  fue  la  colocación  del  material,  de  una  consistencia 








evaluada  por  histología,  que  en  estos  momentos  se  encuentra  en  proceso  de 
desarrollo. 
 





En  este  caso  decidimos  extender  el  período  de  incubación  a  4  días.  Sin  embargo, 
únicamente  un  sujeto  del  grupo  experimental  muestra  haberse  desarrollado  en 





huevo.  Para  ello,  hemos  tenido  en  cuenta  la  posibilidad  de  realizar  la  extracción 




Sin embargo,  teniendo en  cuenta  los estadios avanzados en  los que  se plantea este 
estudio, el método  shell‐less parece más apropiado. Este método,  similar al descrito 
anteriormente, permite la observación continua de los embriones de pollo vivos desde 




Los primeros  intentos de  cultivar embriones de pollo  fuera de  sus  cáscaras  (Boone, 





Las  aplicaciones  de  este  tipo  de  cultivo  van  desde  el  estudio  de  la  biología  del 
desarrollo,  estudios  orientados  a  proyectos  de  crecimiento  (Dunn  y  Boone,  1976), 
teratología (Pearson et al , 1983), el metabolismo de calcio (Burke et al , 1979; Dunn et 





Castellot  y  col  (1982)  simplificó  el  método  aún  más  sustituyendo  tazas  calientes 
desechables  ("chick‐in‐a‐cup") por  trípodes de plástico.Desde  la publicación de Dunn 
de  su método en 1974, este método ha  servido  como modelo experimental para  la 











El  análisis  de  la  acción  de  la  BMP2  requiere  una  profundización  a  nivel  celular  y 
molecular necesaria para futuras aplicaciones en el campo de la ingeniería de tejidos. 
De esta manera,  se hace  imprescindible describir el efecto global en el organismo a 
partir  de  la  implantación  local  de  un  factor  de  crecimiento,  ya  que  pueden  existir 
consecuencias no esperadas.  La entrada en el  corriente  sanguíneo puede hacer que 




madre,  es  posible  observar  la  acción  de  nuestro  factor  en  tejido  embrionario  no 
especializado  y  además,  valorar  el  posible  efecto  en  el  organismo  completo.  Esta 
cuestión  resulta  relevante  cuando  nos  planteamos  el  efecto  que  puede  tener  un 
implante  dental  con  un  factor  de  crecimiento  (como  la  BMP‐2)  en  mujeres 
embarazadas. El transporte a través de la barrera placentaria es un mecanismo activo 
capaz  de  adecuarse  a  las  necesidades  del  feto,  de manera  que  cualquier  elemento 







posibles  abordajes.  Por  un  lado,  probaremos  diversos  vehículos  para  el  factor  de 
crecimiento escogido, como puede ser el quitosano (derivado de  la quitina) o  incluso 
hidrogeles basados en la vinilpirrolidona con objeto de evaluar su biocompatibilidad y 
realizar  un  estudio  de  la  liberación  de  factores  al  tejido  embrionario. Así,  debemos 
encontrar el vehículo  ideal capaz de satisfacer nuestra demanda: no tóxico, capaz de 











necesario  revisar en  la osificación  temprana del proceso mandibular. Dentro de ésta 









































































































































Abarrategi A, Moreno-Vicente C, Martínez-Vázquez FJ, Civantos A, Ramos V, 
Sanz-Casado JV, Martínez-Corriá́ R, Perera FH, Mulero F, Pedro Miranda P,  
López-Lacomba JL. Biological  Properties  of  Solid  Free  Form  Designed  Ceramic 
Scaffolds with BMP‐2: In Vitro and In Vivo Evaluation. PLoS ONE. 2012; 7(3): e34117 
 
Aberg  T, Wozney  J,  Thesleff  I.  Expression  patterns  of  bone morphogenetic  proteins 
















Boone,  M.  A.  A  method  of  growing  chick  embryos  in  vitro.  Poultry  Science.  1963; 
42:916–921.  
 
Bränemark  PI.  Osseointegration  and  its  experimental  studies.  J  Prosthet  Dent 
1983;50:399–410. 
 






Busch  C,  Krochmann  J,  Drews  U.  The  chick  embryo  as  an  experimental  system  for 
melanoma cell invasion. PLoS One. 2013;8(1). 
 
Castellot,  J.  J.,  Jr.,  A.  M.  Kambe,  D.  E.  Dobson,  and  D.  M.  Spiegelman.  Heparin 
potentiation  of  3‐T‐3‐adipocyte  stimulated  angiogenesis:  Mechanism  of  actions  on 
endotelial cells. Journal of Cell Physiology. 1986; 127:323–329.  
 






















neural  crest,  a  problem  revisited:  the  regenerating  cells  originate  from  the 
contralateral  or  from  the  anterior  and  posterior  neural  fold.  Development.  1996; 
122:3393‐3407. 
 
Couly G, Grapin‐Botton A,  Coltey  P,  Ruhin  B,  Le Douarin NM. Determination  of  the 



























































































Hawley,  SH.B., Wünnenberg‐Stapleton, K., Hashimoto, C.,  Laurent, M.N, Watabe,  T., 
































Jones  C.M,  Lyons,  K,M  and  Hogan,  B.L.M.  involvement  of  bone  morphogenitic 




morphogenetic  protein‐4)  as  a  posterior‐ventralizing  factor  in  Xenopus mesodermn 
induction. Development. 1992; 115: 639‐647. 





Le  Douarin  NM,  Dupin  E,  Ziller  C.  Genetic  and  epigenetic  control  in  neural  crest 
development. Curr Opin Genet Dev. 1994; 4:685‐695. 
 











Limura T, Pourquié O. Manipulation and electroporation of the avian 
segmental plate and somites in vitro. Methods Cell Biol. 2008;87:257‐70. 
 
Lincks  J,  Boyan  BD,  Blanchard  CR,  et  al.  Response  of MG63  osteoblast‐like  cells  to 
titanium  and  titanium  alloy  is  dependent  on  surface  roughness  and  composi‐  tion. 
Biomaterials 1998;19:2219–32. 
 
Lópiz-Morales Y, Abarrategi A, Ramos V, Moreno-Vicente C, López-Durán L, 
López-Lacomba JL and Marco F. In vivo comparison of the effects of rhBmp-2 
and rhBmp-4 in osteochondral tissue regeneration. European Cells and 
Materials. 2010;  Vol. 20 (367‐378). 
 







Martin  JY,  Schwartz  Z, Hummert  TW,  et  al.  Effect of  titanium  surface  roughness  on 






































Nakashima K,  Zhou X, Kunkel G, et  al. The novel  zinc  finger‐containing  transcription 













Noden  DM.  The  role  of  the  neural  crest  in  patterning  of  avian  cranial  skeletal, 
connective, and muscle tissues. Dev Biol. 1983a; 96:144‐165. 
 















Park  JY,  Davies  JE.  Red  blood  cell  and  platelet  interactions  with  titanium  implant 
surfaces. Clin Oral Implants Res 2000;11:530.  
 






Phippard, D.J., Weber‐Hall,  S.J.,  Sharpe,  P.T., Naylor, M.S.,  Jayatalake, H., Maas,  R., 
Woo,  I., Roberts‐Clark, D., Francis‐West, PH,  liu, Y‐ H.. Maxson. R., Hill. R.E. and Dale, 
T.C.  Regulation  of  Msx‐1,  Msx‐  2,  BMP‐2  and  BMP‐4  during  foetal  and  postnatal 
mammary gland development. Development. 1996; 122: 2729‐2737. 
 
Pourquié O. The chick embryo: a leading model in somitogenesis studies. Mech 
Dev. 2004 Sep;121(9):1069-79. 
 
Prince  V,  Lumsden  A.  Hoxa‐2  expression  in  normal  and  transposed  rhombomeres: 
independent  regulation  in  the  neural  tube  and  neural  crest.  Development.  1994; 
120:911‐923. 
 








Reisine S,  Locker D. Social, psychological, and economic  impacts of oral  condi‐  tions 













embryos  and  morphogenesis  is  controlled  by  the  mesenchyme.  Dev  Biol.  1989; 
136:201‐210. 
 
Romanoff,  AL.  The  Avian  Embryo,  Structural  and  Functional  Development.  The 
Macmillan Company, 1960; New York. 
Saldivar JR, Krull CE, Krumlauf R, Ariza‐McNaughton L, Bronner‐Fraser M Rhombomere 
of  origin  determines  autonomous  versus  environmentally  regulated  expression  of 
Hoxa‐3 in the avian embryo. Development. 1996; 122:895‐904. 
 

















Semba  I, Nonaka K, Takahashi  I, Takahashi K, Dashner R, Shum  L, et al. Positionally‐








Shah,  N.M.,  Groves,  A.K.  and  Anderson,  D.J.  Alterna!e  neural  crest  cell  fates  are 
instructively promoied by TGFO superfamily members. Cell. 1996; 85: 331‐343. 
 
Sherer, G.  K.,  and G. H. Dostal.  Influence  of medroxy‐progesterone,  an  inhibitor  of 
vascularization, on hepatic morphogenesis. Journal of Cell Biology. 1982; 95:187a 
 
Solloway MJ,  Robertson  EJ.  Early  embryonic  lethality  in  Bmp5;Bmp7  double‐mutant 
mice  suggests  functional  redundancy within  the  60A  subgroup. Development.  1999; 
126:1753‐1768. 
 







impact  on  craniofacial  development  in  mouse  embryos.  Development.  1994; 
120:2397‐2408. 
 
Trainor PA, Tam PP. Cranial paraxial mesoderm  and neural  crest  cells of  the mouse 






Tucker  AS,  Al  Khamis  A,  Sharpe  PT.  Interactions  between  Bmp‐4  and Msx‐1  act  to 
restrict gene expression to odontogenic mesenchyme. Dev Dyn. 1998a; 212:533‐539. 
 












similar molecular  responses  in  chick  and mouse mandibular mesenchyme. Dev Dyn. 
1998b; 213:386‐397. 
 

















2  homeobox‐  containing  genes  in  the  developing  mouse  hindbrain.  Nature.  1989; 
341:405‐409. 
 
Worthington  P.  History,  development,  and  current  status  of  osseointegration  as 

















oromaxillofacial  bone  regeneration.  Microporous  and  Mesoporous  Materials.  2013; 
173, 155–165 
 
Yalpani  M,  Johnson  F  y  Robinson  LE.  Chitin,  Chitosan:  Sources,  Chemistry, 
Biochemistry, Physical Properties and Applications. 1992; Elsevier, Amsterdam. 
 
Zareen  N,  Khan  MY,  Minhas  LA.  'Histological  stages  of  retinal  morphogenesis  in 
chicken’ ‐ a descriptive laboratory research. Italian Journal of Zoology. 2011; 78: 45‐52. 
 
Zhao J, Zhang Z, Wang S, Sun X, Zhang X, Chen J, Kaplan DL, Jiang X. Bone. 2009;  
45, 517–527. 
 
Zhou H, Hammonds R Jr, Findlay DM, et al. Differential effects of transforming 
53 
 
growth factor‐beta 1 and bone morphogenetic protein 4 on gene expression 
and differentiated function of preosteoblasts. J Cell Physiol 1993;155:112–9.  
 
 
